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   The relationship between infection stone and Corynebacterium species was investigated in vitro and in 
vivo. Urease activity of urease-splitting Corynebacterium species was evaluated by 2  methods  ; an 
increase in pH of human urine after inoculation of Corynebacterium species and direct measurement of
urease activity of  107 CFU organisms from amounts of ammonia by indophenol method. Formation of 
infection bladder stone was induced in male Wistar rats by implanting a zinc disc and inoculating 106 
CFU organisms surgically into the bladder. Urine was alkalinized by the inoculation of 
Corynebacterium enale, C.  pilosum and group D2 Corynebacterium. C. renale and C. pilosum had strong 
urease activity, and group D2 Corynebacterium had moderate activity. C. pseudodiphtheriticum did not 
produce the elevation of urinary pH and had little urease activity. Infection stones were formed in 
100% of rats by inoculation of C. renale and C. pilosum and 88% of rats by group D2. Urinary pH was 
elevated in all inoculated rats. In conclusion,  C. renale, C. pilosum and group D2 Corynebacterium may
play a role in formation of infection stones. 
                                            (Acta Urol. Jpn.  43: 115-121, 1997) 
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諸 言
リン酸マ グネシウムア ンモニ ウムやカーボ ネイ トァ
パ タ イ トなどの感染結石 は,尿 路結 石の15・-20%にみ
られ,そ の形成 には細菌 のウ レアーゼ活性 が関与 して
いる1・2)臨床 で は感染 結石 を有す る患者 にお いて,
尿や手術 的 に摘 出 した結石 の内部 よ りProteusmirabi-
lis`P.mirαbilis)などの尿 素分解 細菌が しば しば培養
によって検出 され る.し か し,感 染結石 であるに もか
かわ らず,尿 や結石 よ り尿素分解細菌が分離 されない
症 例 が 少 な か らず み られ3'4),これ らの 一 部 に は
UreaPlasmaureal]ticum(U.urealyticum)が結石形成 に関
与 してい る5・6),との報告 もある.
近 年,グ ラム陽性桿 菌 で あ るCorynebacteriumが各
種臨床材料 か ら分離 されてお り,こ の細菌 の病原性が
問題 となって きた7)泌 尿 器科 領域 で も,Corvnebac-
teriumによる尿 路 感染 症 の報 告 が散 見 され8'13),ま
た,CorJnebacteriumgroupD2((λgroupD2)や
CorynebacteriumgroupFI(0.groupFl)感染 に よる
尿 路 結 石 症 の 報 告 も み ら れ る14'15)そこ で,今 回,
Corynebacteriumのウ レ ア ー ゼ 活 性 や 感 染 結 石 形 成 に つ
い てinvitro,invivoで検 討 し た の で 報 告 す る .
方 法
実 験 に 用 い たCorynebacteriumは,国立 大 阪 病 院 臨
床 検 査 科 よ り分 与 を 受 け た 標 準 菌 株 お よ び 臨 床 分 離 株
で あ り,内 訳 はCor]nebacteriumrenale(C.renale)2株,
Cor]nebacteriumPseudodiPhthen'ticum(C.PseudodiPhtheriti-
cum)1株,Cop,nebacteriumpilosum(C.pilosum)1株,
0.groupD22株 の 計4菌 種6株 で あ り,い ず れ も ウ
レ ア ー ゼ 陽 性 で あ る.こ れ らの 細 菌 を3日 間 ,ウ マ 血
液 寒 天 培 地(極 東 化 学 社 製)に て 培 養 し,以 下 の 実 験
に 使 用 し た 。
【実 験1(invitro)】
ま ず,各 細 菌 の ウ レ ア ー ゼ 活 性 を,尿 の ア ル カ リ化
作 用 よ り検 討 し た.4菌 種6株 のCor)nebacteriumを
107colonyf()rmingunits(CFU)/mlに調 節 し た .こ
の 菌 液lmlを 健 常 人 の 尿9mlに 混 入 し37℃ に 保
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ち,6,12,24時間 でpHメ ーター(堀 場 製作 所製)
にてpHを 測定 した.pHの 上昇が少 ない尿で は,さ
らに36時間のpHも 測 定 を した.そ して,12,24,
36時間の尿 中細菌 数 も調べ た.ま た,塩 類の沈澱の有
無 につ いて も観察 した.尿9mlに 滅菌 蒸留 水lml
を加 えた もの を対照 として,同 様 に調べた.
各菌種 のウ レアーゼ活性 の定量 は,既 に報告 した実
験16)と同様 の方法 で,尿 素 を細菌 の ウ レアーゼ にて
分解 させ,生 じたア ンモニ アをイン ドフェノール反応
にて発色 させ定量 し,も との分解 された尿 素量 よ り求
めた.す なわ ち,各 細 菌107CFUを0」Mリ ン酸
塩緩 衝液(pH5.7～8.0の6種類 に調 節)に 懸濁 させ
粗 酵素 液 と した.基 質 と してO.IM尿 素 を20μ1加
え,37℃ にて30分問incubationし反応 させ た.そ の
後,呈 色 液 を加 え,さ らに37℃ に て15分間incu-
bationし,570nmの吸光 度 を測 定 し,分 解 され た尿
素 の量 よ りウ レアーゼ活性 を求めた.
【実験2(invivo)】
実験1の 結果 よ り,C.renale,C.pilosum,C.group
D2の3菌 種1株 ず つ((].renaleおよびC.groupD2
は,ウ レアーゼ活性 が より強 い株)を,ラ ッ トに接種
し,既 報17・18)と同様 の方 法で,実 験 的膀胱 結石形 成
を試みた.体 重 約200gの ウイス ター系雄 ラ ットを用
い,ネ ンブ タール腹腔内麻酔下 に,手 術 的 に滅菌 した
亜鉛 リング1個 を膀胱内 に挿入 し,さ らに各細菌IO7
CFU/mlの菌液0,Imlを膀胱 内に注 入 した.術 後,
30分間,尿 道 をクランプ し,2時 間後 よ り飲水 を開始
した.餌 は,CE-2(日本 ク レア社)を 与 え,水 分 は
水道水 を自由摂取 と した。術 後7日 目に屠殺 し,尿 路
を観察 したの ち,膀 胱 尿 を採取 し尿pHの 測 定お よ










































尿 の ア ル カ リ 化 作 用 を,pHが5.7,7。3の2種 類 の
尿 に つ い て 実 験 し,そ の 結 果 をFig.1に 示 す.実 験
開 始 時 のpHが5.7の 尿 に お い て は,0.renaleのNo.
1株 で は,尿pHは6時 間 よ り上 昇 が 著 し く,12時 間
で9.0を 越 え た,C.renaleのNo.2株 お よ び(].pilo-
sumは,12時 間 以 降 尿pHが 上 昇 し24時 間 で9.0前 後
と な っ た が,C.groupD2のNo.1株 で は24時 問 ま
でpH上 昇 は 軽 度 で あ り36時 間 で8.7と上 昇 し た 。 し
か し,C.groupD2のNo.2株 お よ びC.pseudodiph-
theriticumは,対照 の 尿 と ほ ぼ 同 様 に36時 間 経 過 し て
も ほ と ん ど尿pHの 上 昇 が み ら れ な か っ た.一 方,
pH7.3の 尿 を 使 用 し た 場 合 は,C.reualeのNo、1
株 で は6時 間 で,0.renaleのNo.2株 で は12時 間 で,
pH9.0を 越 え24時 間 で は い ず れ も9,7に な っ た 。C.
pilosumはC.renαleのNo.2株と ほ ぼ 同 じpHの 変 化
が み ら れ,ま た,C.groupD2のNo.1株 は12時 間
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D2のNo.2株 も36時間で尿pHの 上昇 がみ られた.
しか し,(].PseudodiPhtheriticumは,36時間経過 して も
ご くわず かのpHの 上 昇 しか示 さず,対 照 の尿 とほ
ぼ同様であ った.
尿 中の細 菌数 の経 時 的な変 化 をFig.2に示す2
種類 の尿 ともC.renaleは,12時間で実験 開始時 よ り
も増 殖 してい た.そ して,24時 間で は,C.renaleの
No.2株は,さ らに増 加 していたが,C.renaleのNo.
1株 では減 少 して いた.他 の菌種 で は,2種 類 の尿 と
も菌量 は,12,24時間で も実験 開始時 とほぼ同程度 ま
た はやや 減少 して い た.36時 間で は,C.PseudodiPh一
吻漉 側脱の みに増殖傾 向がみ られた.
また,こ れ らの細菌 を混入 させ た尿 は,pH7.5前
後 より,塩 類 が析 出 し始め,pH8,9に な ると著明 に
塩類 が沈 澱 した.塩 類 は,リ ン酸 カル シウムお よび リ
ン酸マ グネ シウム ア ンモニ ウムであ った.(].Pseudo-
diPhtheriticumおよび対照尿 では,塩 類 の沈澱はみ られ
なか った.
各菌種別 のウ レアーゼ 活性 をFig.3に示す.0.re-
naleのNo.1株は,ウ レアーゼ活性 が きわめ て強 く,
さらにpHが 高 くなるにつ れ ます ます その強 さを増
した.ま た,0,renaleのNo.2株は,pH5.7で は,
ウ レアーゼ活性 は測 定可能値 以下 であ るが,pH6.0
以上で は,pHが 高い ほどやや強い活性 を示 した.C.
pilo∫umも強 い ウ レアーゼ 活性 を示 し,pHが 高 くな
るにつ れて さ らに活性 は強 くな り,pH7.5で ピー ク
となった.C.groupD2は2株 とも前述の2菌 種3株
と比較す る と活性 はあ ま り強 くはないが,pHが 高 く
な るにつれて徐々 にウ レアーゼ活性が増大す る傾向が
み られ た.し か し,C.PseudodiPhtheriticumでは,い ず
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実験 期 間中 にC.renαle接種 ラ ットで は2匹 が2日
目に,さ らに3匹 が6日 目に艶死 した.6日 目に発死
した3匹 の ラ ッ トすべて に膀胱結石(4--13mg)がみ




















期 間中に艶死 し,ま た1匹 が接種菌以外の菌が分離 さ
れたため除外 した.
屠殺時 の ラッ トの膀胱尿 の細菌数 をFig.4に示す
C.renale接種 ラ ッ トでは,5匹 すべての尿か ら細菌 が
培 養 さ れ,ま た,C.pilosumでは8匹 中3匹,C.
groupD2では10匹中8匹 で細菌 が培 養 され た.尿 中
細菌数 は,3.0×104/ml-7.8×107/mlと,菌量 には,
ば らつ きが あった.尿 培養 陰性 の0.pilosumの5匹,
C.groupD2の2匹の ラ ットは感染不成立 または 自然
治癒 と考 えて除外 した.
各 菌種別 の尿pH,亜 鉛 リン グの周 囲 に形成 され
た結石の頻度お よびその重量,血 清 クレアチ ニ ンおよ
び腎 の変化 をTable1に示す
尿pHは,C.renaleおよび0.groupD2接種 ラ ッ
ト群で対照群 と比較 し,有 意 に高 かった.な お,使 用
したpH試 験紙 は測定上限8.0までで あ り,pHが8.0
で あ った ラ ッ トで は,さ らにpHが 高値 で あった可
能性 もあ る.
結石形 成については,(].groupD2接種 ラ ッ ト1匹
にて,接 種菌 が分離培養 されたに もかかわ らず,結 石
がみ られなか ったが,こ れ以外 の尿培養陽性 ラ ッ トす
べてで,結 石が形成 された.0.renaleでは,平 均7.4











































尿路の感染結石 は,難 治性の尿路感染症 や結石 の再
発 な どの問題 があ る.尿 路 結石患 者 の尿 や結 石 内 よ
り,さ まざまな細菌が分離 され る3)P.mirabilisにつ
いて は,従 来 よ り基礎的な研 究が なされ,こ の菌 が感
染結石 形成 に大 い に関与 して い る ことは わか って い
る19・20)しか し,P.mirabilis以外 に は,ど の ような
細 菌が感染結 石形成 に関与す るのか不明で あった.そ
のため,こ れ まで に腸内細菌 を中心 とした,尿 よ り分
離 される頻度の多い一般細菌 について,そ れ らの菌 の
ウレアーゼ活 性 や感染結石 形成 に関 して,invivo,in
vitroで実 験 し報 告 した16'17)また,マ イ コプ ラズマ
の1種 で あるU.urealyticumと感 染結 石 につい て もin
vivoにて実験 し,す で に報告 した18)さ らに,今 回
は,Cor?nebacteriumにつ いて も感 染結石 との関連 につ
いて実験 し,検 討 した.
Cor2nebacteriumによる尿 アル カ リ化 作用 を,2種 類
の異 なるpHの 尿で 実験 した が,菌 種 さ らに菌株 に
よ り,ま た実験 開始時 の尿pHに よって も尿pHの
曲線 には違 いが み られた.そ の原 因 を,ま ず尿中 の細
菌 数 よ り検 討 した.尿pHの 変化 に伴 う尿 中 の細 菌
数 の変化で は,C.renale以外 のほ とん どの菌種 は,増
TableLUrinarypH,weightofstones,serumcreatinineandrenal丘ndings7daysafterimplantation
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殖 してい なか った.こ の原 因 として,尿 とい う栄養の
乏 しい環境,発 育至適pH,な どが考 え られる.菌 種
および菌株 間の尿 アルカ リ化 の違い を,単 に細 菌数だ
けで は説 明 で きなか った.な お,C.renaleNo.1株
は,24時間で は,菌 量 が減少 していたが,こ れ は,著
しいpHの 上 昇が続 き,一 部 は死滅 した もの と考 え
られる.
ウ レアーゼ活性 の定 量 は尿pHの 変化 しうる範 囲
を考 慮 し,pHが5.7・-8.0の条件 下 で行 った.細 菌
107CFUあた りの ウ レアーゼ活性 を定量 したが,同
じ菌種 で も菌株 によ りその値 に差が み られ,と くにC.
renaleでは 著明 で あ った.C.renaleおよびC.group
D2で は,pH8.0ま で の ウ レアーゼ活性 しか測定 で
きなか ったため,こ れ らの菌 のウ レアーゼの至適pH
は さらに高 いpHの ところ にあ るか も しれ ない.ま
た,使 用 したC.pilosum株の ウ レアー ゼの 至適pH
は,7.5と推察 され る.P.mirabilisのウ レアーゼ の至
適pHはpH8.0と の報 告が あ る2Dが,Cor,nebacter-
iumのウ レアーゼの至適pHの 報告 はみ られないよう
で ある.(].Pseudodiphtheriticumでは,ウ レアーゼ活性
は,わ ずかで あった.
pHの 違 い によるウ レアーゼ活性 の定量お よび尿 中
細菌数の変化 より,先 の尿 アルカ リ化 の実験結果が解
釈 で きる.す な わち,(λrenaleのNo.1株が混 入 さ
れた尿 のpHの 著 しい上 昇 は,こ の菌株 が有 す る き
わめ て強 いウ レアーゼ活性 よ り理解 される.ま た,C.
pilosumもウ レアーゼ活性 が強 く,し か もpHが 高 く
なる につ れ,活 性 が よ り強 くなる こ とよ り,pH5.7
の尿 よ りpH7.3の尿 で,さ らに時 間 とともに加速度
的に尿pHが 著 しく上昇 した ことが 理解で きる.0,
renaleのNo.2株は,あ ま りウ レアーゼ活性 は強 くは
ないが,他 の菌 と比較 する と,12時間では菌量 として
10倍となって お り,そ の著 しい細菌 の増殖 を考慮す る
と,尿pllの 上 昇 も当然 の こ とと理解 で きる.さ ら
にC.groupD2につい て もpHが 高 くなる につ れ,
徐々 にで はあ るが,ウ レアーゼ活性 が強 くなる ことよ
り,時 間 とと もに緩 徐 に尿 アル カ リ化が 進行 した こ
と,さ らに実 験 開始 時 のpHが5.7よ り7.3の尿 の ほ
うで よ りア ルカ リ化 が 顕著 であ った こ とも説 明で き
る.C.PseudodiPhtheriticumにつ いては,ご くわず かな
ウ レアーゼ活 性 しか ない ため,尿pHに ほ とん ど変
化 がない ことはうなず け られる.
従 来 よ り,細 菌 の酵素活性 の研究 は,さ まざまな方
法 にて細 菌の細胞壁 を破壊 して菌体 内の酵素 を取 り出
して行 わ れてい る22)しか し,こ れ までの われわ れ
の実験 結 果16>を参考 に,簡 易 的 に菌量107CFUの
viable細菌 に よ る30分間 の尿 素の 変化量 よ り,こ の
菌量 の細菌 が有す るウ レアーゼ活性 を求 め,菌 種 間の
比較 を した.半 定量的で はあるが,こ のほ うが.実 際
に細菌 とい う生体 内で のウ レアーゼ活性 を検討す るの
に理解 しやす い と思 われる.細 菌が有す るさまざまな
性状 を,あ る一定 の菌 量でviableの状態 で検 討す る
のは,む しろ適切 な方法で あるか もしれ ない.尿 素分
解 反応 は,緩 衝 液 のpHに 影 響 され,ま た ウ レァー
ゼ活性 は菌株 に よ りば らつ きがみ られ た.こ れ まで
Corrvnebacteriumのウ レアーゼ活性 に関する基礎 的 な研
究は この菌 を尿 に混入 させ,pHお よびア ンモニ アの
変化 や塩 類の析 出につ いての みであ り23'25),その定
量や至適pH等 についての報告 はみ られない.
ラ ッ ト を 用 い た 膀 胱 結 石 形 成 の 実 験 で は,
Cor)nebacterium接種 ラ ッ トは,対 照 ラ ッ トと比較 し尿
pHが 高 く,か つ,そ のほ とん どの ラッ トで結石が形
成 された ことより,感 染結石形成 に尿 アルカ リ化が重
要な ことが確認 された.む ろん,実 験期 間中 に尿pH
が高い値 で推移 していたか は不 明で あるが,感 染が持
続 し,そ の細菌 のウ レアーゼ活性 によ り結石が形成 さ
れ うる に充分 な尿 ア ルカ リ化 が継続 して いた と考 え
る.し か し,C.pilosumbi種の1匹 のラ ッ トで尿培養
陰性 なが らも結石 が形成 されたが,こ れ は,あ る時期
まで感染が持続 し,そ の後治癒 し,そ の結果菌が尿 よ
り消退 した と推測 する.逆 に,C.groupD2では尿培
養陽性で も結石 が形成 されないラ ッ トが1匹 み られた
が,こ の ラ ッ トの屠 殺 時 の尿pHは6.8で あ り,尿
pHの 上昇 があま りみ られなか った.そ の理 由は不明
であ る.
また,菌 種 別に,ラ ッ トの尿 よりの菌 の分離頻度が
異 なった.こ れは,接 種菌 のvirulenceの違 いに よる
ものであ ろう.詳 細 な尿路 の組織学検討 はで きていな
いが,0.renalent種ラ ッ トは,10匹中5匹 が観察期 間
中に発死 した.6日 目発 死の3匹 お よび屠殺 した5匹
は腎膿瘍が著 しく,実 験 に用い た菌株 のvirulenceは
きわめて強い と思 われ る.竹 内 らも,C.renaleの強い
炎症 作用 を指摘 して いる25)他 方,屠 殺 時 の尿培養
が 陰性 となる ラ ッ トが 多か ったC.pilosumでは,使
用 した菌株 のvirulenceが弱か った と考 え られる.む
ろん,細 菌 に対 す るラ ットの抵 抗力 も,個 々で異 なる
であ ろう.感 染が軽症 か ら重篤 なラ ットまでその程度
の違 いがあ り,と きに は自然治癒す る場合 もあ るであ
ろう.こ の ことは,尿 中細 菌数 に著 しい ばらつ きや,
腎の変化の違いがあ った ことと符号す る.
菌 のvirulenceの差 はあ るが,3種 類 の菌 を接 種 し
感染が成立 し継続 されれば,膀 胱結石が形成 され るこ
とが 確 認 さ れ た.C.renaleで100%,C。pilosumで
100%,C.groupD2で88%に結 石形 成がみ られ た.
これ までCor■nebacteriumを用 い た ラ ッ トで の結 石形
成実 験 の報告 があ ま りないが,竹 内 ら25).は0。renale
で,ま た,Sorianoら23)は,C.groupD2で結石 が形
成 された と報告 してい る.各 菌種 の結石形成 の頻 度お
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よび結石 重量 は,今 回の実験 結果 とやや違 いが あ る
が,そ の原 因は,手 術方法,菌 株 の違 い,細 菌の培養
や菌量,さ らに飼育期 間などが異 なるため,.などが考
え られる.
われわれは,こ れ までさ まざまな微生物 と尿路の感
染結石形 成 に関 しての実験 し,報 告 して きた16'18>
尿アルカ リ化については,菌 の培養方法や実験 に用い
た尿pHも 異 な り』,一概 には単純 な比較 はで きない
が,C.renaleおよびC.pilosumはP.mirabilisと同程
度 の尿pHの 上 昇がみ られ,ウ レアーゼ 活性 が きわ
めて強い と考 えられた.ま た,ラ ッ トの膀胱結石形成
実験 より,菌 の培養方法 はやや異 なるが,0.renale,
0・pilosumおよ びC.groupD2は,P.mirabilis,
StaPh■10COCCtCSsaPropnjticusおよびU.ureal■ticumのよ
うに,尿 路 の感染 結石形 成 の重要 な原因菌 とな りう
る,と 結論で きる.
一般 の臨床 で は,は じめ に述べ た よ うにC.group
D2お よびC.groupFlによる尿路の感皐結石の報告
があ る14'15)さらに,感 染結石 を有す る患 者 の尿 か
ら,菌 種 まで は同定 され なかったが,Corynebαcterium
が分離 され た報 告 もあ る3・25>これ まで,Corvnebαc-
teriamは,その病 原性が あ ま り問題 にされず,ま た菌
種 レベ ルで 同定す るのが煩雑 なため,種 々の臨床材料
よりの培養の結果 も,多 くの場 合 「グラム陽性桿菌」
とい う報告 にとどまっていた.し か し,近 年,こ の細
菌 に よる重篤 な感染症の報告 がみ られ,こ の細菌 に関
心が 向け られてい る.同 定技術 の進歩 とも相 まって,
尿 か らもさ まざまな菌種 のCor■nebacteriumが分 離 さ
れて お り7),今後,泌 尿器 科領域 で も,Corynebacter一
伽 感染 が増加 す ることも予想 される.尿 路結石 を有
す る患者 の尿か ら,ル ーチ ンの尿培養で細 菌が同定 さ
れない場合,と くに感染結石症例で尿素分解細 菌が分
離 されない場 合 は,Cor7nebacterium感染 の可能性 も考
慮 されるべ きである.そ して,感 染のあ る時は速やか
な治療が必要 となる.
結 語
Cor■nebacteriumと感 染 結 石 と の 関 連 に つ い てin
vitro,inviVOで実 験 し た.inwitroでは,Corvnebacter-
iumrenale2株,Cor]nebacteriumカseudodiPhtheriticuml
株,(70r7nebacteriumpilosuml株お よ びCor)nebαcterium
groupD22株 を 用 い,尿pHの ア ル カ リ化 作 用 お よ
び ウ レ ア 由 ゼ 活 性 を 調 べ た.invivoでは,C.renale,
0.pilosumおよ びC.groupD2を 用 い,ウ ィ ス タ ー
系 の 雄 ラ ッ ト に膀 胱 結 石 形 成 を 試 み た.
1)C.renaleおよ び0.pilosumに尿 ア ル カ リ化 作 用
が き わ め て 強 く,ま たC.groupD2は 軽 度 で あ っ た.
C.PseudodiPhtheriticumでは 尿pHは ほ と ん ど 変 化 し な
か っ た.
2)107CFUあ た りの 細菌 の ウ レアーゼ活性 は,
C.renale,(].pilosumで強 く,C.groupD2では,中
等度 で あった.そ して,そ の 活性 はpHが 高 くな る
につ れ,よ り強 くなった.C.PseudodiPhtheriticumのウ
レアーゼ活性 は,き わめ て弱 か った.
3)膀 胱結石形成 の実験で は,C.renale,C.pilosum
お よびC.groupD2にて結石形成が み られた.
4)C・renale,C.pilo∫umおよび(].groupD2は,
尿路の感染結石形成 の原 因菌 と考 え られ る.尿 路結石
を有す る患者の尿か ら,ル ーチ ンの尿培 養で細菌が同
定 され ない場合,と くに感染結石症例 で尿 素分解細菌
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